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– Abstract –
Study Design : In-vitro experiment. 
Objectives : To determine the effect of bone morphogenetic protein-2 in the osteogenesis of human ligamentum flavum cells
and test the feasibility of gene transfer to these cells. 
Summary of literature review : Bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) is known to be an important factor in the differentia-
tion and maintenance of the osteoblastic phenotype. Tissue engineering for osteogenesis in ligamentum flavum by BMP-2 and
gene transfer has not been previously studied. 
Materials and Methods : Ligmentum flavum cells were harvested and cultured from surgical patients with spinal stenosis.
BMP-2 was produced by transfecting pcDNA3.1/Hygro/BMP-2 into CHO cells using Lipofectamine 2000. Adenovirus-lacZ
(Ad/lacZ) was also produced, and administered with BMP-2 to cell culture. The expression of lacZ was analyzed by X-gal
staining. Bone formation was assessed by alkaline phosphatase, von Kossa, and alizarin Red-S staining, and the expression of
osteocalcin was determined immunocytochemically. 
Results : Ligamentum flavum cell cultures with Ad/lacZ showed marker gene expression. BMP-2 induced osteogenesis in liga-
mentum flavum cells as evidenced by alkaline phosphatase, von Kosa, and alizarin Red-S staining. Also, cell culture with
BMP-2 showed strong positivity with osteocalcin by immunocytochemistry. 
Conclusion : BMP-2 more strongly induced the osteogenesis of ligamentum flavum, and also its gene transfer to ligamentum
flavum was found to be feasible. These results may open a new era of ligamentum flavum tissue engineering..
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서 론
인간 척추 황색 인대의 골 형성 잠재력에 대해서는 현
재 황색 인대의 비후 혹은 골화에 의해서 척추관 협착증
이 일어날 수 있다는 병인 연구에서 증명되었다1,2,5,10). 골
화된 황색 인대 조직을 면역형태생화학적 염색법으로
조사한 결과, Transforming growth factor-β1 ( T G F -β1) 과
Bone morphogenetic protein (BMP)가 조직에서 발현되고
골화된 황색 인대가 위치한 곳이 뼈와 인접한 곳이라는
점에서 TGF-βsuperfamily와 이러한 질환이 밀접한 관계
가 있음을제시하였다1).
BMP-2는 소의 탈 무기질화된 골 기질로부터 처음 분
리되었으며 생체 조건 내에서 이소성 골 형성을 유도한
다고 보고되었다7,8). 생체 조건에서 BMP-2로 인해 황색
인대의 형태학적 변형이 이루어 질 것이라 간주하고, 동
정한 BMP-2 조각을 쥐의 요추 척추관에 이식한 결과,
황색인대의 골화가 형성되었음을 발견하였으며, 최근
연구에서 재조합 BMP-2 용액을 토끼의 황색 인대 주변
에 주입하여 황색 인대의 골화를 유발시켰다2,5). 퇴행, 비
후된 척추 황색 인대로부터 섬유성 세포를 분리 배양하
여 퇴행된 척추 황색 인대 세포가 자발적으로 골성 표현
형을 발현하며 특히 부갑상선 호르몬에 대한 반응도가
증가함이 증명됨으로써 퇴행, 비후된 황색 인대가 척추
인대 골화등의 병인에기여한다고 보고되었다6).이러한
연구가 시사하는 바는 단순히 척추 황색 인대의 골 형성
능에 대한 검증에서만 그치는 것이 아니라 임상적으로
도 이러한 비후된 황색 인대를 이용할 수 있는 가능성을
제시할 수도 있다. 척추 협착증의 수술 중에는 광범위한
척추 감압술 및 척추 유합술을 많이 시행하는데 이에는
많은 양의 척추 황색 인대의 제거 및 자가 장골이식술
등이 필수적이다 . 만일 생화학적, 분자 생물학적 조작
혹은 조골 세포의 작용으로 제거된 척추 황색인대의 골
화 능력이 비약적으로 향상될 수 있다면 제거된 황색 인
대를 골 이식 대체물로 이용할 수 있으므로 자가골 채취
량을 줄일 수도 있고 동일한 자가골 채취로도 향상된 척
추 유합율을이룰 수있을 것이다. 
본 연구에서는 시험관내에서 퇴행된 척추 황색 인대
조직 및 세포를 분리 배양하고 재조합 인간 BMP-2를 제
조, 투여한 조건하에 척추 황색 인대의 향상된 골 생성
능력을 증명하고 이를 기초로 표식 유전자 전달을 시도
하여 자가 이식 골의 대체물로서 퇴행된 척추 황색 인대
이용의 가능성을 제시하며 질환으로만 인식되었던 척
추 황색 인대의 골화를 역이용하여 재활용할 수 있는 방
향을 모색하고자한다.
연구 대상 및 방법
1. 인간황색 인대 세포의 일차 배양
인간의 황색인대 조직을 멸균된 D - P B S로 한차례 닦
아서 환자의 혈액 성분을 제거한 후, 5%의 우태아 혈청
이 들어 있는 D u l b e c c o’s Modified Eagle’s medium
(DMEM 배지)에서 미세 가위를 이용하여 조직을 잘게
잘랐다. 잘게 자른 황색인대 조직 단편을 250 U/ml의 제
1A형 collagenase가 함유된 DMEM 배지에서 2시간 동안
효소 처리하였다. 효소 처리한 황색 인대 조직을 5%의
우태아 혈청이 들어 있는 배지로 두 차례 씻어 낸 후,
10% 우태아 혈청과 100 unit/ml penicillin, 100 μg / m l
streptomycin이 들어 있는 DMEM 배지로 교반하여 37℃,
5% CO2 배양기에서 배양하였다. 배지는 3일에 한번씩
교환하였다. 계대수가 2일 때 trypsin/EDTA 효소 처리법
으로 인간 황색 인대 세포를 수집하여 액체 질소에 냉동
보관하였다.
2. BMP-2 제작
인간 osteosarcoma cell line인 U205 세포의 전체 RNA
를 QIAGEN RNasy kit를 이용하여 분리하였다. 분리한
RNA 중 1μg을 2.5 μM의 Oligo d(T)16 primer(Invitrogen)
와 혼합하여 전체 부피가 50 μl가 되도록 하여 70℃에서
5분간 반응한 후, 5분간 식혔다.반응한 RNA를 AccuPow-
erⓇ RT Premix(Bioneer)와 섞어서 42℃에서 60분, 94℃에
서 5분, 4℃에서 5분간 반응하여 c D N A를 합성하였다.
합성한 cDNA 50 μl 중 1μl를 취하여 인간 BMP-2 primer
각각 10pmol을 혼합하여 전체 부피가 20μl가 되게 한 후,
AccuPowerⓇ PCR Premix와 섞어서 ① 94℃에서 2분, ②
94℃에서 30초, 58℃에서 30초, 72℃에서 1분, ③ 72℃에
서 5분간 반응하였다.증폭된인간 BMP-2A 유전자의 길
이가 1.2 kb임을 확인 한 후, pcDNA3.1/Hygro vector에
클로닝 하였다 . 클로닝한 p c D N A 3 . 1 / H y g r o / B M P - 2를
Lipofectamine 2000(GibcoBRL)을이용하여 Chinese ham-
ster ovary 세포( C H O - K 1 )에 전이시켰다3 , 8 ). 완전 전이된
CHO-K1 세포(CHO-K1/BMP-2A)를 얻기 위해 약 두 달
간 1 mg/ml Hygromycin B, 10% 우태아 혈청, 100 unit/ml
penicillin과 100 μg/ml streptomycin이 함유된 F12배지에
서 세포를 키웠다. 두 달 후에 생존해 있는 세포만을 얻
어 인간 BMP-2를 발현하는지 여부를 Immunocytochem-
istry와 MTT test를 통해확인하였다.
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3. 아데노바이러스재조합
E1 및 E3 유전자부분이 결여돼 성장이 제한된 제5형
아데노바이러스를 사용하였다. E1 유전자 부위에 표식
유전자로 l a c Z를 재조합하였다 . 모든 유전자는
cytomegalovirus promotor에 의해 강제 발현되게 재조합
되었다. 재조합된 아데노바이러스는 human embryonic
kidney 293 cell에서 증식시켰다.아데노바이러스의농도
는 Multiplicity of infection (MOI)과 plaque forming unit
(PFU)를 사용하였는데 MOI는 세포당 PFU이고 1 PFU는
100 virus particles로 정의하였다.
4. 표식유전자발현 검사
β-galactosidase (lacZ) 표식 유전자 발현은 아래와 같은
조직염색 방법으로 확인하였다. 바이러스를 주입한 후
1주 후 황색 인대 세포를 0.5% glutaraldehyde를 이용하
여 4℃에서 15분간 고정하였다. PBS를 사용하여 고정액
을 제거하고 X-Gal substrate를 첨가하여 37℃에서 2시간
보관하였다. 조직 표본은 eosin을 사용하여 배경 염색을
하였고 염증세포 및 신생 혈관의 관찰을 위해 h e m a-
toxylin-eosin 염색을 추가하였다 . 광학 현미경( N i k o n ,
Labophot-2, Japan) 으로 LacZ 발현을관찰하였다.
5. Alkaline phosphatase, Von Kossa, Alizarin Red-S 염색
Alkaline phosphatase 염색은 황색 인대 세포를 c i t r a t e
buffered acetone (Sigma, St Louis, Mo)이 들어 있는 고정
액을 사용하여 3 0초 동안 고정시킨 후, 증류수로 4 5초
동안 씻어 내고 미리 준비해 둔 alkaline-dye mixture
(Sigma, St Louis, Mo)를 각 well에 적용하였다. 상온에서
빛을 차단 한 채 30분 동안 반응시켰다. 반응시킨 세포
를 2분 동안 증류수로 씻어낸 후 Mayer’s Hematoxylin 용
액에서 1 0분간 반응시켰다. 다시 한번 증류수로 1분간
씻어내어 관찰하였다. Von Kossa 염색은 배양한세포를
증류수로 한차례 씻어 내고, 3%의 새로 준비한 s i l v e r
nitrate 용액을 적용하여 상온에서 빛을 차단 한 채 30분
동안 반응시켰다. 증류수로 한차례 씻어 내고 증류수가
있는 상태에서 불빛에 노출시켰다. 2시간이 지나 색을
확인하고 증류수를 제거한 후, 관찰하였다. Alizarin red-
S염색은 배양한 세포를 증류수로 한차례 씻어 내고, 40
mM Alizarin red(pH 4.2) 용액을적용하여 상온에서 10분
간 반응시켰다. 증류수로 2차례 씻어 낸 후, PBS 용액으
로 10분간 씻어관찰하였다.
6. Osteocalcin 발현증명을 위한 면역 세포 화학 염색
인간 황색 인대 세포 각각을 1×104 세포/ well이 되도
록 완전 배지에 교반하여 chamber slide에 분주한 후 16
시간 동안 3 7℃, 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 배양
한 세포의 배지를 5% 우태아 혈청과 항생제가 들어 있
는 배지로 교체한 후, 표준 군은 배지만을 첨가하고 실
험 군에는 1000 ng/ml의 인간 재조합 BMP-2를 첨가하였
다. 첨가 후 7일간 배양한 다음, PBS용액으로 세포를 씻
어 내고 H2O2 용액을 첨가하여 5분간 반응하였다. 증류
수로 3차례 씻어 낸 후, Anti-Osteocalcin Antibody
(Chemicon, Temecula, CA)을 3% BSA 용액에 희석하여
각각의 slide에 첨가하였다. 4℃에서 16시간 동안반응하
였다. PBS 용액으로 3차례 씻어 낸 후, Biotinylated Link
용액(Dako, Glostrup, Denmark)을 첨가하여 10분간 반응
하였다 . PBS 용액으로 3차례 씻어 내고 S t r e p t a v i d i n -
HRP 용액(Dako, Glostrup, Denmark)을 첨가하여 다시 10
분간 반응하였다. PBS 용액으로 3차례 씻어 낸 후, AEC
Substrate-Chromagen 용액(Dako, Glostrup, Denmark)을
첨가하여 1 5분간 반응하였다. 증류수로 3차례 씻어 내
고, Mayer’s Hematoxylin 용액으로 10분간 반응하였다. 3
차례증류수로 씻어 낸후 완전히 slide 표면을 말린다음
mounting을실시하고, 광학 현미경으로관찰하였다.
결 과
1. 인간황색 인대 세포에서의 표식 유전자 발현
인간 황색인대 세포는 Ad/lacZ에 의해 표식 유전자(β-
galactosidase)를 발현하였다.이는유전자 전달법이황색
인대에서도가능함을 증명한것이다(Fig. 1).
2. 인간 재조합 BMP-2 처리에 의한 인간 황색 인대
세포의 골 형성
BMP-2의 처리 후, 약 14일이 지나자 고농도의 BMP-2
처리군에서 골결절 (bone nodule)을 형성하는 것을 관찰
할 수 있었다. 재조합 BMP-2를 처리하지 않은 황색인대
세포에서는 osteocalcin 단백질의 거의 관찰되지 않았으
나 고농도의 2000 ng/ml의 BMP-2A를 처리한 황색 인대
세포에서는 확연히 증가된 Osteocalcin 단백질의 발현을
관찰 할 수 있었다(Fig. 2). BMP-2의 농도가 증가함에 따
라 Alkaline phosphatase의 활성도 , Von Kossa 염색 ,
척추 황색 인대위 골형성능·문성환 외
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Fig. 1. Expression of marker gene (lacZ) in cell culture of ligamentum flavum with an MOI of 0.5, 1, 2, 5, 10. 
Fig. 2. Ligamentum flavum cell culture with high dose of BMP-2 (2000 ng/ml) expresses osteocalcin in immunocytochemistry. A:
control culture without BMP-2, B: culture with BMP-2. 
Fig. 3. Ligamentum flavum cell culture with various dose of BMP-2 showed dose dependent increase of reactivity with (A) alkaline
phosphatase stain, (B) von Kossa stain, (C) Alizarin Red-S stain.
Alizarin Red-S 염색 황색 인대 세포의 mineralization 양
상이 증가함을 관찰 할 수 있었으며, 환자들에서 황색
인대의 퇴행 정도에 따라 약간의 활성도 차이는 있었으
나모두 증가양상을 보였다(Fig. 3).
고 찰
본 연구가 지금까지의 척추 황색 인대 연구들과 차별
되는 중요한 점으로 아래에 기술한 두 가지를 들 수 있
다.첫째, 본 실험에서 채취된 황색 인대는 척추 후궁, 후
관절, 척추공 등에 부착하는 인대는 엄격히 제외하고,
주로 비후된 황색 인대 자체만을 섬세하게 육안으로 박
리하여 배양하였으므로 이전의 보고에서2) 증명된 것처
럼 골조직에 부착부위에 자연적으로 많을 수밖에 없는
연골 세포 그리고 조골 세포의 영향을 배제하여 순전히
퇴행, 비후된 황색 인대 세포 자체만의 B M P - 2에 대한
반응을 연구한 것이 장점이라고 볼 수 있다. 둘째, 지금
까지는 주로 퇴행, 비후, 골화된 척추 황색 인대의 조직
학적 연구 등이 주를 이루었으며, BMP에 의한 생체 내
척추 인대의 골화가 역시 조직학적과 조직면역학적기
법으로 증명되었다. 그리고 퇴행, 비후된 척추 황색 인
대로부터 분리된 황색 인대 세포가 자발적으로 골성 표
현형을 발현한다고 보고되어,배양된 척추 황색 인대 세
포의골형성력이 처음으로증명되었다6).이에 본연구에
서는 이전의 연구와는 차별되게 퇴행, 비후된 척추 황색
인대의 자발적 골형성의 증명에 그치지 않고, 외부에서
연골화 및 골화에 중요한 역할을 하는 BMP-2를 투여함
으로서 황색 인대의 골화 능력이 비약적으로 향상되는
지를 증명하였다. 이는 척추 황색 인대의 조직 공학적
이용의 가능성을 제시할 수 있으므로 병리기전만의 연
구가아닌 치료적대안으로서 가치가있다고할 수 있다.
인간 척추 황색 인대 세포의 배양은 최근에 보고되었
고, 척추 협착증이 있는 환자에서 황색 인대 세포가 자
발적으로 골화를 일으키며,인간 조골 세포와 유사한 표
현형을나타낸다는 시험관내실험이 시행된바있다6).이
실험에서는 alkaline phosphatase 활성은 전형적인 조골
세포 표지인자이며, 비후된 황색 인대 세포에서 이러한
활성이 나타나며, 정상 세포에서는 alkaline phosphatase
활성이 나타나지 않음을 보고하였다. 또한 collagen type
I이나 I I I등의 단백질이 비후된 인간 황색 인대 세포의
c y t o p l a s m과 extracellular matrix등에서 표현되며, non-
collagenous 단백질인 osteonectin등의 단백질 역시 cyto-
plasm에서 발현됨을 증명하였다6). 비후 되지 않은 정상
적인 인간 황색 인대 세포의 경우 섬유 세포와 유사한
세포 표현형을 나타내며, 그 어떤 골 형성 표식 인자의
발현도 나타내지 않음이 밝혀졌다. 또한 과거의 비후된
황색 인대에 대한 실험적 보고는,조직학적으로 뼈와 인
접한 곳에 위치한 황색 인대 조직일수록 퇴행되어 비후
될 가능성이 높다고 보고되었으며, 이는 뼈 조직에서 발
현되는 골 발현 단백질에 의한 영향일 것이라 추측되어
왔다1,2,4,5,6,10). 이 중에서 BMP-2는 매우 높은 골 형성능을
가지고 있으므로 외부에서 가장 용이하게 황색인대 조
직에서골형성을 유도할수 있는능력을 가지고있다. 
본 실험에서는 조골 세포 유사성을 가지지 않은 인대
자체 조직인 황색 인대를 강력한 골 형성능을 가진 재조
합 인간 BMP-2로 자극함으로써 조골 세포 유사 세포로
의 유도가 가능함을 확인하였다. 황색 인대 세포를 조골
세포로 분화하는 데 재조합 인간 BMP-2를 사용하여 조
골 세포에서 다량 분비되는 단백질에 의해 골화가 유도
됨을 증명하였으며, 이는 조골 세포와의 공동 배양에서
역시 이러한 골화를 유도 할 수 있음을 시사한다고 할
수있겠다. 
본 연구의 결과로 척추관 협착증에서 필수적으로 제
거되는 비후된 황색 인대 조직을 재활용할 수 있는 기반
을 마련할 수 있으리라 생각된다. 또한 이러한 검증은
최근 중간엽 줄기 세포에 대한 연구가 활발히 진행되고
있는 시점에서 섬유 세포-유사 세포를 조골 세포 유사
세포로 전이시킬 수 있는 한 인자로서의 BMP-2의 골 형
성 능을 재 증명하였다 할 수 있으며, 앞으로 진행할 실
험에서는 이러한 전이 과정의 기전을 증명하며, BMP-2
의 사용화 가능성에 대해서도 재 증명할 수 있는 기회를
갖고자 한다. 향후 시행될 연구로는 황색 인대 조직을
유전적으로 조작하고 이를 생체내에 이식하여 신생 골
형성이이루어지는지를 증명하는것이다. 
결론적으로 퇴행 비후된 척추의 황색 인대는 B M P - 2
에 의해 골화되었으며, 특히 표식유전자가 성공적으로
황색 인대 조직에 전달되었으므로, BMP-2 유전자 전달
에 의한 척추 황색 인대의 조직 공학적 재활용이 가능할
것이다.
결 론
BMP-2는 황색인대의 골화를 강력하게 유도하는 인자
이며, 황색 인대로의 유전자 전달도 가능하였다. 이러한
결과는 척추 황색인대의 조직공학적 접근의 새 장을 열
게될 것이다.
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연구 계획 :척추 황색인대세포에서 bone morphogenetic protein-2의골형성유도효과 및조직공학적접근가능성에
대해연구하였다.
연구 목적 : BMP-2는 조골세포의 분화 및 표현형 유지에 중요한 인자이다. 그러나 BMP-2와 유전자 전달에 대한 척
추 황색인대의 효과는 연구되지 않았다. 이에 본 연구에서는 인간의 척추 황색인대에서 bone morphogenetic protein-
2(BMP-2)의골형성효과및황색인대로의유전자전달가능성을알아보고자하였다.
대상 및 방법 : 척추관 협착증 수술에서채취한 척추 황색인대를 분리배양하였으며 BMP-2는 Lipofectamine 2000을
이용하여 CHO 세포로 pcDNA3.1/Hygro/BMP-2를 전이 시킴으로서 제조하였으며 아데노바이러스-lacZ (Ad/lacZ)도
제조하였다. 척추 황색인대세포에 Ad/lacZ 및 BMP-2를 처치하였다. 표식유전자의 발현은 X-gal 염색으로 증명하였
고 골형성은 alkaline phosphatse, von Kossa, alizarin Red-S 염색법으로 알아보았으며 osteocalcin 발현은 면역세포화학
염색법으로증명하였다.
결과 : 황색인대 세포 배양은 Ad/lacZ에 의해 표식유전자를 발현하였으며, BMP-2 처리된 배양은 alkaline phosphase,
von Kosa, alizarin Red-S 염색에서골형성을보였다. 면역세포화학염색법으로 osteocalcin도발현됨이증명되었다.
결론 : BMP-2는 황색인대의 골화를 강력하게 유도하는 인자이며, 황색 인대로의 유전자 전달도 가능하였다. 이러한
결과는척추황색인대의조직공학적접근의새장을열게될것이다. 
색인단어 : BMP-2, 아데노바이러스, 골형성, 조직공학
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